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論文内容の要旨
近年0・もしくはp-キノン骨格を有する新しいアミノ酸誘導化合物(キノン型補酵素)を活性中心に持つ
キノプロテインについて、次々と新しい研究例が報告されている。本研究では、キノン型補酵素とへムc
の両方を有する新規キノヘモプロテインアミン脱水素酵素(QH-AmDH)をPseudomonαSputidlαから単
離、精製し、本酵素の詳細なX線結晶構造解析を行った。その結果、 QH-AmDHの構造を明らかにすると
同時に、第5番目の新規キノン型補酵素システイントリプトフィルキノン(CTQ)の化学構造を決定した。
加えて、これまでに例の無い異常な分子内架橋がCTQを取り囲むように存在していることを見出した。
QH-AmDHはαβ7構造〈分子量約110K)のアミノ脱水素酵素で、アミン類を酸化的脱アミノ化して、
相当するアルデヒドとアンモニアを生成する反応を触媒する。 α.サブユニットにへ.b.cを、 y-サフeユニッ
トにキノン型補酵素を有する。 QH-AmDHの結晶構造は、異常分散を考慮した重原子同型置換法により
1.9λ分解能 (R=21.1%、Rfree= 24.5%)で決定した。 7・サプユニットはアミノ酸79残基から構成されて
おり、その中にCys残基を4個含んでいる。これら全てのCys残基の側鎖が、 Trp残基のインドール環の
c4位に(CTQ)、もしくはAsp残基かGlu残基のメチレン炭素にチオエーテル結合していることを明らかに
した。 3個のチオエーテル架橋にみられるような、酸性アミノ酸残基の側鎖のメチレン炭素に硫黄が結合
した構造はこれまでに例が無く、 CTQ、チオエーテル架橋ともに、 QH-AmDHにおいて初めて報告され
るものである。
また、 CTQに存在するこつのカルボニル基のうち、どちらが反応部位であるかを確認するため、 QH-
AmDHを阻害剤で、あるp-ニトロフェニルヒドラジン (pNPH)と反応させ、その複合体の構造解析を行っ
た。 10.0-2.0A分解能までの反射を用いR=21.1%、Rfree= 25.0%の構造を得た。差フーリエマップを見て
みると、 CTQのC6位付近にpNPHに対応する電子密度を確認できた。この結果から、基質であるアミノ
はCTQのC6位のカルボニル基と反応し、シッフ塩基中間体を形成すると考えられるo
Asp33 yは、 CTQのC6位のカルボニル酸素に最も近い所に位置する唯一の残基である。それは同時に、
シッフ塩基を形成したときのイミン窒素に最も近いということを意味する。 Asp33yの周りは非常に疎水
的な環境にある。このような環境により、 Asp残基側鎖のカルボキシル基のpKa値は上昇する。この事実
は、触媒機能を高めるという観点において非常に重要である。以上の理由から、このAsp33yが、 CTQ-
基質問に形成されたシッフ塩基に隣接するアミンのα-炭素からプロトンを引き抜く触媒塩基として働い
ていると結論した。
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論文審査の結果の要旨
Pseudomonαs putid，α由来のキノヘモプロテインアミン脱水素酵素(QH-AmDH)は、ペリプラズムに
存在し、アミン類を酸化的に脱アミノ化して、アンモニアとアルデヒドを生成する反応を触媒する。アミ
ンからQH-AmDH'こ移動した電子は、電子受容体蛋白(アズリン)を経て、細胞膜の呼吸鎖末端酸化酵素
へと渡される。 QH-AmDHはα、βと7の3つのサブユニットからなり、 2分子のへムcを有する。ま
たy-サブユニットは、構造未知の新規のキノノイド型補酵素を持っと推定されていた。本研究は、 QH-
AmDHの全体構造、活性部位の構造、および新規補酵素の構造に基づいて、ペリプラズム電子伝達系の
初発段階を触媒する酵素の機能の解明を目指したものである O
蒸気拡散法を用いて、1.9λ分解能までの解析X線を与えるQH-AmDHのネイティブ結晶を得た。この
結晶を用いて、ソーキング法により 5種類の重原子同型置換体を作成した。 x線解析データは放射光(PF)
を用いて収集し、異常分散を考慮した同型置換法により初期位相を決定した。この位相を用いて計算した
電子密度マップに合うように、 αー およびβーサブユニットの構造モデルを組上げた。 y-サブ、ユニットに
ついては、電子密度マップの解釈が困難であったので、 α申およびβーサブユニットの構造を精密化して位
相を改良し、その構造を確定することができた。最終のRCactorは21.1%であった。
αー サブユニットの 4つのドメイン(1 -IV)のうち、 ドメイン II-IVの構造はβーバレルである。 αーヘ
リックスに富むドメイン Iの構造は、 2分子のへ.b.cを結合するdi-hemeシトクロムCの構造とよく似てい
た。 di-hemeシトクロムcは電子伝達のためにQH-AmDHの分子内に取り込まれたものであるo s-サブ、ユ
ニットの構造は擬7回軸を持つβ-プロペラである O
この論文で最も注目すべき点は 7ー サブユニットの構造である。このサブユニットの中心には、 CysとT
rpの側鎖がチオエーテル結合してできた新規のキノノイド型補酵素(システイントリプトフィルキノンと
命名)が存在した。さらにCysがAspのCβにチオエーテル結合した架橋が2本、 CysがGluのCyにチオ
エーテル結合した架橋が1本存在した。このようなチオエーテル架橋は、これまでに構造が決定された蛋
白質中に見出されておらず、今回はじめて報告された。チオエーテル架橋は、活性部位の補酵素を取り囲
むように配置し、 2次構造をほとんど持たない異常なトサブ、ユニットの立体構造を安定化するのに重要
な役割をはたしている。基質アナログとの複合体の構造解析から補酵素の活性点を明かにし、基質が活性
部位へと到達する機構についても推定した。基質の電子は補酵素から αーと 7ーサブユニットの界面にある
へム cへ移動し、さらに αーと βーサブユニットの界面かっ溶媒領域の近傍に存在するもう一つのへムcに
移り、ここからアズリンに受け渡されることが示された。
以上のように、本論文は、 QH-AmDHの高次構造に基づ、いて、新規のキノノイド型補酵素とこれまで
に例のない異常なチオエーテル架橋を見出し、さらに基質アナログとの相互作用および電子伝達機構の解
明に貢献したものであり、構造化学の発展に寄与する多くの成果を得ており、博士(理学)の学位を授与
するに値するものと審査した。
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